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scritte nuove linee cellulari di mammifero geneticamente 
in grado di produrre glicoconiugati la cui porzione 
idica risulta piu simile a quella umana rispetto ai medesimi 
iugati prodotti da cellule non modificate geneticamente. Le linee in 
possono essere utilizzate per la produzione di glicoconiugati 
ibinanti di interesse terapeutico, in particolare per la produzione di 
icoproteine da usarsi in terapia umana, in quanto i glicoconiugati prodotti 
in tali linee modificate risultano avere un minor potenziale immunogenico 
per Tuomo rispetto a quello dei corrispondenti glicoconiugati prodotti in 
cellule non modificate geneticamente. 




M. DISEGNO 



AmpR 



Figura 8 

CMV enhancer 

beta-actin promoter 

beta-actin intron 




^1(1618) 

beta-globin intron 



NLS 



NLS-Cre 



Pst I (3357) 



Poly A 




2 \>RAGOTTI & ASSOCIATI SRL 



200 3 * 0 0 1 9Q& 



DESCRIZIONE' dell'invenzione industrial a nome di Keryos Spa con sede 
aMILANO. 

**** 

La presente invenzione si riferisce a nuove linee cellulari di mammifero 
geneticamente modificate. Le modificazioni si riferiscono a interventi di 
ingegneria genetica sul pathway metabolico di glicosilazione cellulare, 
volti a ridurre rimmmunogenicita per ruomo di gUcoconiugati prodotti in 
sistemi eterologhi. Tali linee cellulari modificate possono essere utilizzate 
per la produzione di glicoconiugati da usarsi in terapia sullHiomo. 
La glicosilazione delle proteine ne influenza un gran numero di proprieta. 
Complesse strutture oligosaccaridiche vengono legate a specifici residui di 
Asn (Asparagina) in un processo detto N-glicosilazione, che si svolge tra il 
Reticolo Endoplasmico (ER) e il sistema vescicolare del Golgi ed e 
presieduto da una batteria di enzimi quali glicosidasi e gficosiltransferasi. 
A Uvello della singola glicoproteina l'ofigosaccaride influenza non solo 
l'attivita biologica, il folding, la localizzazione e l'immunogeniciti della 
molecola cui e legato ma na altresi un profondo effetto sulle caratteristiclie 
di adesione fra il gUcoconiugato stesso e altre proteine, complessi 
macromolecolari o cellule. A livello sistemico tali strutture saccaridiche 
prendono parte a fenomeni di riconoscimento molecolare e/o cellulare 
durante lo sviluppo embrionale, in processi di infezione virale, in reazioni 
infiammatorie, nell'azione ormonale, in forme di artrite, nella risposta 
immunitaria, nella metastasi, solo per fare alcuni esempi. Diversi esempi di 
malattie genetiche umane associate a difetti nella maturazione di N- 
oUgosaccaridi contribuiscono a testimoniare il ruolo essenziale di taU 
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strutture glicaniche nello sviluppo e nella fisiologia animale (9). 
Gli acidi sialici costituiscono una famiglia di circa 40 derivati dello 
zucchero a 9 atomi di carbonio denominato acido neuraminico. La forma 
non-sostituita dell'acido neuraminico in realta non esiste in natura. U 
gruppo airiminico e generalmente acetilato a dare acido N- 
acetilneuramirrico (Neu5Ac): 

CH20H 




Acido N-acetilneuramioico 

NeuSAc rappresenta la forma piii comune di acido sialico. Sostituendo uno 
degli atomi di idrogeno nella porzione metilica del gruppo acetilico con un 
gruppo ossidrilico si ottiene Tacido N-gHcolilneurarninico: (Neu5Gc): 



CH20H 




Acido N-glicolilneuramininco 
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Neu5Gc e comune in molti tessuti animali ma e stato riscontrato nella 
specie umana solo in particolari forme di cancro. 

Gli acidi sialici sono presenti praticamente in tutto il regno animale, dagli 
echinoderrni agli umani. Essi hanno un ruolo importante a liveUo strutturale 
e svolgono importanti funzioni collegatea fenomeni di riconoscimento 
cellulare e molecolare. In virtu della posizione terminale e della carica 
negativa, essi fungono da protezione per la porzione subterminale deUa 
molecola o deUa cellula stessa ed e grazie alia repulsione fra le loro cariche 
negative che gli acidi sialici sono in grado di stabilizzare la corretta 
conformazione degli enzimi o delle proteine di membrana di cui fanno 
parte. 

Per quanta riguarda i processi di riconoscimento, il sistema immunitario e 
in grado di distinguere strutture -self da non-self anche grazie alia loro 
composizione in terrnini di acidi sialici. Essi sono componenti 
indispensabili di recettori per molecole quali ormoni e citochine; molti 
agenti patogeni quali tossine, virus, batteri e protozoi si legano ed invadono 
la cellula ospite per mezzo di recettori contenenti acidi sialici. 
L'interesse nello sviluppo di processi per la produzione di proteine 
ricombinanti di interesse terapeutico in cellule animali ha data luogo a 
notevoli progress! nella messa a punto di plasmidi d'espressione altamente 
efficienti. Meno significativi sono stati gli sforzi volti all'ottimizzazione 
delle linee ceUulari d'espressione. Attualmente le cellule della linea CHO 
(Chinese Hamster Ovary) sono considerate ottime candidate come ospiti 
d'espressione in quanta facilmente manipolabili geneticamente, adattabiU 
alia crescita in sospensione su larga scala e capaci di produrre glicoproteine 
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le cui porzioni oligosaccaridiche sono assai simili, anche se non identiche, a 
quelle riscontrate nell'uomo. Sia le caratteristiche quantitative 
(glicosilazione incompleta) che qualitative (tipo di monosaccaridi aggiunti 
aU'oligosaccaride e tipo di legame) sono importanti per le caratteristiche 
farmacocinetiche di glicoproteine da usarsi come agenti terapeutici. E' stato 
ad esempio dimostrato che, nel caso di glicoproteine le cui proprieta 
farmacocinetiche siano fortemente dipendenti dalla struttura della porzione 
saccaridica tipo N, insufficiente o scorretta sialilazione o galattosilazione 
possono dar luogo ad una clearance piu rapida delle proteine stesse. A 
questo proposito Weikert S et al. (14) ingegnerizzano due linee di CHO, 
una esprimente stabilmente la ghcoproteina TNFR-IgG (fusione fxa Tissue 
Necrosis Factor Receptor e IgGl), una esprimente stabilmente la 
glicoproteina TNK-tPA (una variante del tissue Plasminogen Activator) per 
aumentare l'espressione di due enzimi gte normalmente presenti in tali 
cellule: pl,4-.galattosiltransferasi (GT) e a2,3-sialiltransferasi (ST). Essi 
ottengono in tal modo un processamento piu completo delle porzioni 
terminali degli oligosaccaridi legati alle proteine TNFR-IgG TNK-tPA con 
conseguente rallentamento della clearance. 

A livello qualitativo la glicosilazione in CHO presenta, rispetto a quella 
riscontrata in tessuti umani, due differenze sostanziali concementi la 
sialilazione: 

1- nell'uomo, oltre all'attivita enzimatica o2,3-Sialiltransferasi (a2,3- 
ST) che si trova anche nelle cellule CHO, e presente l'attivita 
enzimatica a2,6-Sialiltransferasi (a2,6-ST); in conseguenza di ci6, 
mentre glicani di origine umana possiedono acidi sahci terminali 
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legati al residuo subterminale mediante legami sia di tipo a2,3 che 

di tipo a2,6, nei glicani prodotti in CHO gli acidi salici sono legati 

unicamente mediante legami di tipo a2,3 (2); 
• 2- Neu5Gc e prodotto dall'idrossilazione di NeuSAc da parte 

dell'enzima CMP-NeuAc idrossilasi (CMAH) (EC1. 14.13.45): 
NelTuomo il gene codificante tale attivita enzimatica non e funzionale. In 
conseguenza di cio NeuGc e assente in tessuti umani sani anche se ne sono 
state rilevate txacce in alcuni tumori. Glicoconiugati contenenti NeuGc sono 
quindi in grado di induxre nell'uomo una reazione immunitaxia e causano la 
fonnazione di anticotpi detti di Hanganutziu-Deicher. Cellule CHO 
producono glicoproteine nelle quali NeuGc rappresenta circa il 3% degli 
acidi salici totali (7) ma la quantita di NeuGc presente nelle proteine 
ricombinanti piu variare in funzione di fattori quali la natura della proteina 
espressa, il sito di inserzione del gene ricombinante entro il genoma 
dell'ospite, le condizioni di coltivazione delle cellule. E' documentata 
r esistenza di cloni di CHO in cui il NeuAc b stato completamente sostituito 
da NeuGc (8). 

Per quanto concerne la presooza in CHO delFattiviti enzimatica CMP- 
NeuAc idrossilasi, essa e da ritenersi indesiderata dal punto di vista della 
produzione di glicoproteine ricombinanti da usarsi in terapia sull'uomo. 
Chenu S et al (3) hanno ottenuto una linea CHO priva deUa suddetta attivita 
enzimatica. Essi hanno utilizzato la linea CHO UH di cui sopra (2) per 
generare una seconda linea cellulare stabile capace di produrre KNA 
antisenso diretti contro l'RNA messaggero di CMAH. CeUule CHO-UH 
sono state trasfettate utilizzando un metodo derivante dal sistema 
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dell'amplificazione in vttro (di cui sopra). In particolare le cellule sono 
state trasfettate con concatenameri di DNA costituM da copie multiple della 
cassetta di espressione per l'RNA antisenso prescelto e copie della cassetta 
di espressione per l'enzima dhfr in un rapporto circa 10:1. E' stata cosi 
ottenuta la linea cellulare CHO-AsUH2 nella quale T attivita CMAH e 
ridotta del 78% rispetto alia linea di partenza CHO-UH; a tale riduzione di 
attivita enzimatica corrisponde una pari riduzione nella quantita di NeuGc 
rispetto alia linea parentale (sul totale degli acidi sialici NeuGc passa da 
3,7±0,3% in CHO-UH a 0,62±0,05% in CHO-AsUH2). La riduzione 
dell' attivita CMAH nella nuova linea cellulare non e totale ed e 
strettamente collegata aUa costante presenza di KNA antisenso all'intemo 
della cellula ossia alia continuity deUa trascrizione della sequenza 
codificante per l'RNA antisenso stesso. 

DESCRIZIONE DELL'INVENZIONE 
Lo scopo della presente invenzione e quello di fornire una linea cellulare 
CHO che non produca Neu5Gc in seguito all'idrossilazione di Neu5 Ac. 
La strategia seguita dai present! inventori e stata quella di modificare 
geneticamente la linea cellulare CHO in modo da priyarla di attivita CMP- 
NeuAc idossilasica e renderla quindi utilizzabile per la produzione di 
glicoconiugati ricombinanti di interesse terapeutico utilizzabUi in terapia 
umana aventi un minor potenziale immunogenico per l'uomo rispetto a 
quello dei corrispondenti glicoconiugati prodotti in cellule non modificate 
geneticamente. 

Tale risultato e stato ottenuto eliminando dal genoma della linea cellulare 
CHO una porzione ben definita del gene che codifica per CMAH, owero la 
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sequenza genica che codifica per il dominio catalitico di CMAH. Piu nel 
dettaglio, e stata eliminata dal genoma della linea cellulare CHO la 
sequenza genica che codifica per i siti di legame al substrato (l'acido CMP- 
N-acetilneuramminico) e al cofattore (il citocromo b5). 
La delezione di tale sequenza e stata effettuata con il metodo definito del 
"Knock Out (KO) genico" o "Gene Targeting", descritto ad esempio in (4), 
(10),(11) e (13), qui incorporate per riferimento. 

Si e cosi ottenuta la delezione di una porzione del gene codificante per 
CMAH compresa tra parte delTesone 10 e parte dell'esone 15 (eliminando 
cioe interamente gli esoni 11, 12, 13 e 14) e, piu nel dettaglio, della 
porzione corrispondente alia sequenza compresa tra le basi 787 e 1598 del 
cDNA di CMAH e che corrisponde alia porzione del gene codificante per 
CMAH il cui cDNA ha la sequenza qui sotto riportata: 

tcctgaaatggacacatgcattatcgtagagtacaaaggtcataaaatactcaacacagt 
ggattgcaccagacccaatgggggaaggctgcctgagaaagctgctctaatgatgagtga 
ttttgctggaggagcatcaggctttccaatgactttcagcggtggaaaatttactgagga 
atggaaggcccagttcattaaggcggaaagaagaaagcttctgaattacaaagctcagct 
cgtgaaggacctccagcctcgaatctactgtccctttgctgggtattttgtggaatctca 
tccatctgacaagtatattaaggaaacaaacatcaaaaatgacccgattcaactcaacaa 
tctcatcaagaaaaactgtgatgtggtgacatggaccccacgacctggagctactcttga 
cctgggcaggatgctgaaggacccaacagacagccagggcatcatagagcctccagaagg 
gacaaaaatttacaaggattcatgggacttcggcccatacctgagcaccttgcactctgc 
tgtaggagatgaaatcttccttcactcgtcctggataaaagagtacttcacttgggctgg 
atttaagagttacaacttggtggtcaggatgattgaaacagatgaagacttcaacccttt 
tcctggagggtatgactatctggtggactttctagatttgtcttttccaaaagaaagacc 
aagcagggagcatccctatgaagaaatccgtagccgtgtggatgtcgtcaggtacgtggt 

gaagcacggtctgctgtgggatgacctgtaca 

Essa corrisponde alia porzione del gene codificante per la sequenza di 
CMAH compresa tra l'aminoacido 262 e I'aminoacido 532 ed avente la 

sequenza qui sotto riportata: 

hpemdtcii veykghkiln tvdctrpngg rlpekaaltnm 
sdfaggasgf pmtf sggkft eewkaqfika errkllnyka 
qlvkdlqpri ycpfagyfve shpsdkyike tnikndpiql 
nnlildcncdv vtwtprpgat Idlgrmlkdp tdsqgiiepp 
egtkiykdsw dfgpylstlh savgdeiflh sswikeyftw 
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agfksynlw rmietdedfn pfpggydylv dfldlsfpke 
rpsrehpyee irsrvdwry wkhgllwdd ly 

La sequenza del cDNA di CMAH di Cricetulus griseus (organism© da cui e 
stata ottenuta la linea cellulare CHO) utilizzata per gli scopi della presente 
iiivenzione, e depositata in banca dati NCBI con numero di accesso 
AJ242835. 

Come verificabile nelle pagine che seguono, tale metodo ha comportato la 
sostituzione di buona parte della sequenza codificante CMAH con DNA 
esogeno, ad esempio DNA in grado di conferire resistenza a specifici 
antibiotici, come ad esempio la zeocina; tale approccio, esteso ad entrambi 
gli alleli, ha portato ad tin silenziamento completo e virtualmente 
iireversibile del gene codificante CMAH. 

MATERIAL! E METODI 
V\ Clonaggio della sequenza 3' flfl nkinff per i l targeting del gene CMAH 
DNA genomico estratto da cellule CHO UH a2 9 6 ST + dhfr~ (2) e stato 
amplificato con i seguenti oligonucleotidi: 

OL155 5' TTGGCTTCCAGACCCGGTTGCAGC 3' (Forward) 

OL156 5' TTAGAGGGAGTTTTATCTGAAAATGATTCC 3' (Reverse) 

OL155 si appaia ad una sequenza appartenente alTesone 15 del gene 
CMAH (secondo la numerazione degli esoni riportata per il gene CMAH 
umano, ved. NCBI, UniGene Hs.24697) e OL156 si appaia ad una regione 
appartenente all'esone 16. II frammento da PCR cosi ottenuto (circa 3,5 kb) 
e stato purificato da gel e le sue estremita sono state sequenziate con i 
medesimi oligonucleotidi. E' stata in tal modo evidenziata l'esistenza di un 
sito SphI in prossimita deir estremita 5' del frammento e di un sito EcoRI in 
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prossimita dell'estremita 3'. Mediante digestione del frammento con i 
suddetti enzimi si e attestata l'unicita dei siti evidenziati tramite 
sequenziamento. U frammento in tal modo digerito e stato quindi clonato 
entro i siti SphI ed EcoRI del vettore pUC18, che porta il gene per la 
resistenza ad ampicillina, Accession Number NCBI L08752 (15). Dopo 
trasformazione del ceppo di Escherichia coli DH5a (5) si e ottenuto il . 
plasmidePL238 (figura 1). 

La regione clonata e stata interamente sequenziata. 

PL238 e stato in seguito modificato per l'inserzione di un sito unico Xhol al 
posto di EcoRI. In particolare, 1' oligonucleotide sintetico OL192, 
fosforilato in 5': 

5' Pho-AAT TGC TCG AGC 3' 

e stato sottoposto ad un ciclo di riscaldamento a 95° per 5 minuti/lento 
raffreddamento (circa 3 ore), in modo da ottenere il seguente 
oligonucleotide a doppia elica, contenente il sito Xhol: 

5'Pho-AA.TTGCTCGAGC 3' 

3 ' CgAGCTCgTTA- Pho5 ' 

Xhol 

Tale oUgonucleotide b stato clonato nel plasmide PL238 digerito con 
EcoRI. Dopo trasformazione del ceppo DH5a si e ottenuto il plasmide PL 
265 (figura 2) 

Esso differisce da PL238 per la sostituzione del sito unico EcoRI (a valle 
della sequenza 3' flanking clonata) con un sito unico Xhol. 
2-> Clonagg^ <ten a seque l * 5' flanking per il targeting del gene CMAH 
■ DNA genomico estratto da cellule CHO UH o2,6 S^dhfr" (2) e stato 
amphficato con i seguenti ohgonucleotidi: 
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OL178 5' 

(Forward) BamHI 



TTAAAAG^CCGCCCGAGGATGGTGGTTGCTAC 



3' 



OL180 5' CAAACTGC AGT C AGGATGAACGC CAT CCAT CAAG 3' 

(Reverse) PstI 

OL178 si appaia ad una sequenza appartenente aU'esone 8 del gene CMAH 
e OL180 si appaia ad una regione appartenente aU'esone 10. II fratnmento 
da PCR cosi ottenuto (circa 4,4 kb) e stato digerito con gU enzhni BamHI e 
PstI (appartenenti agU oUgonucleotidi utilizzati per 1'ampUficazione) e 
clonato entro i medesimi siti di PL42 (derivato dal pUC18 per rhnozione da 
questo del promotore Lac). Dopo trasformazione del ceppo di E. coli DH5a 
e stato ottenuto il plasmide PL244 (figura 3). 

PL244 e stato in seguito modificato per l'inserzione di due siti unici, Rsrll e 
Notl. 

In particolare, gli oUgonucleotidi sintetici fosforilati in 5' OL193 e OL194 
sono stati sottoposti ad un ciclo di riscaldamento a 95° C per 5 minuti/lento 
rafn-eddamento (circa 3 ore), in modo da ottenere U seguente 
oUgonucleotide doppia.eUca, contenente U sito RsrH: 

5'Pho-GCGGTCCGCCATG 3' 
3 ' GTACC GCCAGGCG - Pho5 ' 

Rsrll 

Tale oUgonucleotide e stato clonato nel plasmide PL244 digerito con Sphl. 
II suddetto oUgonucleotide sintetico puo inserirsi entro il sito Sphl in 
entrambi gU orientamenti ma solo quello rappresentato e utile ai nostri 
scopi. Dopo trasformazione del ceppo DH5<x e stato estratto il DNA 
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plasmidico da piu cloni resistenti ad ampicillina. Mediante sequenziamento 
dei DNA estratti si e riscontrata, come atteso, una frequenza del 50% per 
ciascuno dei due orientamenti e si e prescelto uri clone con roligonucleotide 
inserito nel verso voluto. II plasmide cosi ottenuto e stato digerito con 
BamHI e ligato con il seguente oligonucleotide sintetico a doppia elica 
fosforilato alle sue estremita 5', ottenuto come visto precedentemente 
(riscaldamento a 95° e lento raffreddamento): 

5'Pho-GATCCGCGGCCGCG 3 ! 

GCGCCGGCGCCTAG- Pho5 ' 
v v ' 

Not! 

Si e cosi ottenuto PL290 (figura 4). 

3^ Clonaggio delle regioni 3 f flap3ring e 5 1 flanking nel vettore per il 
targeting del gene CMAH 

II plasmide PL286, in cui sono state donate le regioni 3 1 e 5' flanking, ha la 
struttura riportata in figura 5 (sono evidenziati i siti unici che verranno in 
seguito utilizzati). 

Tale plasmide si compone dei seguenti elementi: 

scheletro derivante da un vettore appartenente alia famiglia dei 
plasmidi commerciali pBluescript (Stratagene); 
- polylinker di sinistra in cui sono presenti anche un terminatore 
di trascrizione per cellule eucariotiche e tre STOP codon nei tre 
possibili frames di lettura; 

un marcatore di selezione positiva Zeo-LacZ, NCBI Accession 
Number M81126 (1) che conferisce resistenza all f antibiotico 
Zeocina; 
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- un marcatore di selezione negativa TK (thymidine kinase) NCBI 
Accession Number V00467 (12). Vedi anche NCBI N° 
AF090451 per plasmide pKOTK di Lexicon Genetics INC. 
(1998) che conferisce sensibilita al ganciclovir; 

- un polylinker di sinistra; 

• due siti LoxP, NCBI N° M10289 (6) in grado di ricombinare tra 
loro grazie alTazione dell'enzima Cre ricombinasi. 
La regione 3 f flanking del gene CMAH, excisa dal plasmide PL265 
mediante digestione con gli enzimi HindTTT e Xhol, e stata clonata entro i 
medesimi siti di PL286. Si e cosi ottenuto PL287 (figura 6). 
La regione 5 1 flanking del gene CMAH, excisa dal plasmide PL290 
mediante digestione con gli enzimi NotI e Rsrll, e stata clonata entro i 
medesimi siti di PL287. Si e cosi ottenuto PL292 (figura 7). 
4) Trasfezione di cellule CHO a2.6-ST f dhfr' con PL292 e selezione di 
cloni stabili 

5xl0 5 cellule CHO a2,6-ST + dhff (2)_sono state seminate in pozzetto di 
una piastra multiwell da 6 pozzetti (3,5 ml di coltura per ogni pozzetto) in 
terreno a-MEM (Gibco) supplementato con 10% Fetal Bovine Serum, 
Neomicina 0,45mg/ml, Pennicillina 100 unita/ml, Streptomicina 0,lmg/ml. 
Dopo incubazione di 24 ore a 37°C e 5% CO2 il terreno e stato sostituito 
con terreno fresco e si e procediito alia trasfezione. Sono state allestite le 
seguenti miscele: 

Mix A: NaC10,15N 155pl 

PEI .(PoUetUemmmina) 45 jal 
MixB: NaC10,15N 190^1 
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PL292 circolare 1 0 ^1 (1 5 ug) 

Mix A e stata aggiunta a Mix B e, dopo incubazione di 15 minuti, la 
miscela finale (400 ^1) e stata dispensata nel singolo pozzetto; la multiwell 
da 6 e stata quindi centrifugata per 5 minuti a 200xg alio scopo di facilitare 
il contatto fira i complessi DNA-PEI e lo strato di cellule sul fondo del 
pozzetto. Dopo una incubazione di 48 ore le cellule sono state staccate con • 
Tripsina (circa 0,75 mg per ogni pozzetto) e trasferite in piastra Petri da 
90mm in presenza di terreno addizionato con Zeocina (400 ug/ml finali) 
per la selezione di cloni stabilmente resistenti al suddetto antibiotico. 
<ft Screening per l'identificazione di cl"™ che l^nno suhito il targeting del 
t rene CMAH 

I cloni stabilmente resistenti alia Zeocina sono stati sottoposti ad uno 
screening per PCR. II DNA genomico e stato estratto da coppie di cloni e 
amplificato con i seguenti primers: 

OL232: 5 ' CATGGACCTCAAGTTGGGAG 3 1 (Forward) 

Tale primer appaia suU'esone 8, a monte della porzione contenuta nella 
regione 5'flanking clonata nel plasmide PL292 utilizzato per il targeting. 

RVZeo: 5 ' GGAACGGCACTGGTCAACTT 3' (Reverse) 

Tale primer appaia entro la porzione iniziale del gene Zeo-LacZ, marcatore 
per selezione positiva contenuto nel plasmide PL292. 

OL234: 5 ' TGAAAGTCATTGGAAAGCCTGATG 3' (Reverse) 
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Tale primer appaia sulTesone 1 1, che deve risultare mancante neirallele del 
gene CMAH che abbia subito il targeting. 

La coppia OL232+RV Zeo e stata utilizzata per evidenziare Tevento di 
targeting awenuto (amplificazione dell ! allele knock out, comparsa di una 
banda di poco inferiore a 5000 bp); la coppia OL232+ OL234 e stata 
utilizzata come controllo di amplificabilita del DNA genomico estratto 
(amplificazione dell'allele nativo, comparsa di una banda di poco superiore 
a 5000 bp). F stato in tal modo evidenziato un clone che ha subito il 
targeting di un solo allele CMAH (clone eterozigote) 

6) Trattamento del clone eterozigote con Cre-ricombinasi e targeting del 
secondo allele CMAH 

n clone eterozigote e stato trasfettato transientemente con il plasmide 
pTURBO-Cre, NCBI Accession Number: AF334827 (figura 8). 
Dopo un opportuno periodo di incubazione, le cellule cosi trattate sono 
state poste in presenza di Ganciclovir. Tale molecola, in presenza 
dell ! enzima codificato dal gene TK, b convertita in un composto tossico per 
le cellule. La perdita del gene TK in seguito alia ricombinazione tra i siti 
LoxP permetterebbe alle cellule di soprawivere. I DNA genomici dei cloni 
risultati resistenti a tale antibiotico sono stati amplificati per PCR con 
primers in grado di evidenziare l'awenuta ricombinazione tra i siti LoxP. 
F stato quindi prescelto un clone in cui tale ricombinazione si e verificata 
ed e stato sottoposto ad un secondo ciclo di trasfezione con PL292 per il 
targeting del secondo allele (vedi capitoli 4 e 5), seguito da un ciclo di 
trasfezione transiente con pTURBO-Cre al fine di ottenere un clone in cui: 
1) entrambi gli alleli del gene CMAH abbiano subito il targeting; 
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2) siano state eliminate le sequenze utilizzate per la selezione positiva 
(Zeo-LacZ) e negativa (TK). 

II ceppo ottenuto verra in seguito sottopbstoa saggi biochimici alio scopo 

di quantificare NeuAc e NeuGc in glicoproteine cellulari e/o ricombinanti. 
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RIVENDICAZIONI 
L Una cellula della linea cellulare CHO caratterizzata dalFessere priva di 
una porzione del gene codificante per CMAH. 

2. Una cellula della linea cellulare CHO caratterizzata dalFessere priva 
della porzione del gene codificante per il dominio catalitico di CMAH. 

3. Una cellula secondo la rivendicazione 1-2 caratterizzata dal fatto di 
essere priva della sequenza genica che codifica per i siti di legame al 
substrato (racido CMP-N-acetilneuramminico) e al cofattore (il 
citocromo b5). 

4. Una cellula secondo le rivendicazioni 1-3 caratterizzata dal fatto di 
essere priva di una porzione del gene codificante per CMAH compresa 
tra parte delFesone 10 e parte dell'esone 15. 

5. Una cellula secondo le rivendicazioni 1-4 caratterizzata dal fatto di 
essere priva della porzione del gene codificante per CMAH 
corrispondente alia sequenza compresa tra le basi 787 e 1598 del 
cDNA di CMAH. 

6. Una cellula secondo la rivendicazione 5 caratterizzata dal fatto di 
essere priva della porzione del gene codificante per CMAH il cui 
cDNA ha la seguente sequenza: 

tcctgaaatggacacatgcattatcgtagagtacaaaggtcataaaatactcaacac 
agtggattgcaccagacccaatgggggaaggctgcctgagaaagctgctctaatgat 
gagtgattttgctggaggagcatcaggctttccaatgactttcagcggtggaaaatt 
tactgaggaatggaaggcccagttcattaaggcggaaagaagaaagcttctgaatta 
caaagctcagctcgtgaaggacctccagcctcgaatctactgtccctttgctgggta 
ttttgtggaatctcatccatctgacaagtatattaaggaaacaaacatcaaaaatga 
cccgattcaactcaacaatctcatcaagaaaaactgtgatgtggtgacatggacccc 
acgacctggagctactcttgacctgggcaggatgctgaaggacccaacagacagcca 
gggcatcatagagcctccagaagggacaaaaatttacaaggattcatgggacttcgg 
cccatacctgagcaccttgcactctgctgtaggagatgaaatcttccttcactcgtc 
ctggataaaagagtacttcacttgggctggatttaagagttacaacttggtggtcag 
gatgattgaaacagatgaagacttcaacccttttcctggagggtatgactatctggt 
ggactttctagatttgtcttttccaaaagaaagaccaagcagggagcatccctatga 



20 DRAGOTTI & ASSOCIATI SRL 



agaaatccgtagccgtgtggatgtcgtcaggtacgtggtgaagcacggtctgctgtg 
ggatgacctgtaca 

7. Una celMa secondo la rivendicazione 5 caratterizzata dal fatto di 
essere priva della porzione del gene codificante per la sequenza di 
CMAH compresa tra l'aminoacido 262 e Taminoacido 532. 

8. Una cellula secondo la rivendicazione 5 caratterizzata dal fatto di 
essere priva della porzione del gene codificante per la porzione di 

CMAH avente la seguente sequenza: 

hpemdtcii veykghkiln tvdctrpngg rlpekaalmm 
sdfaggasgf pmtfsggkft eewkaqfika errkllnyka 
qlvkdlqpri ycpfagyfve shpsdkyike tnikndpiql * 
nnlikkncdv vtwtprpgat ldlgrmlkdp tdsqgiiepp 
egtkiykdsw dfgpylstlh savgdeiflh sswikeyftw 
agfksynlw rraietdedfn pfpggydylv dfldlsfpke 
rpsrehpyee irsrvdwry wkhgllwdd ly 

9. Una cellula secondo le rivendicazioni 5-8 caratterizzata dal fatto che il 
nuniero di accesso NCBI di detto cDNA e AJ242835. 

10. Una cellula secondo le rivendicazioni 1-9 caratterizzata dal fatto che 
tale porzione del gene codificante per CMAH e assente da entrambi gli 
alleli. 

11. Una cellula secondo le rivendicazioni 1-10 caratterizzata dal fatto che 
la sequenza genica eliminata b sostituita con almeno una sequenza di 
DNA codificante per la resistenza ad un antibiotico. 

12. Una cellula secondo la rivendicazione 11 caratterizzata dal fatto che 
detto antibiotico e la zeocina. 

13. Uso di una cellula secondo le rivendicazioni 1-12 quale ospite 
nelTespressione di proteine ricombinanti eterologhe. 

14. Uso secondo la rivendicazione 13 nella produzione di glicoconiugati 
ricombinanti. 

II Mandatario 
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